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Summary: Brunetti P. C., C. Bruno, R. Zapata, L. Torres, G. Barboza & M. Ojeda. 2014. Sample 
size estimation for in situ morphological variability studies of Lippia integrifolia (Verbenaceae) in 
Parque Nacional Talampaya, La Rioja (Argentina). Bonplandia 23(1): 15-23. 

Lippia integrifolia “incayuyo” is an aromatic and medicinal shrub of economlc importance, 
distributed from Bolivia to northwestern and central Argentina. It has shown a wide variation 
between individuáis of the same species, which could be the result of interaction with the 
environment and / or be genetically determined. On the basis of this variability, characterization 
studies are needed for further agronomic evaluations, plant breeding, selection, conservation 
and reproduction of specimen with desirable characteristics. The aim of this study is to 
determine, using two estimation methods, the mínimum number of individuáis to be assessed 
that represents in situ morphological variability of a population of L. integrifolia. From a 
preliminary sampling conducted in the Parque Nacional Talampaya, in which 11 morphometric 
characters were registered in L. integrifolia, a parametric and a nonparametric estimation of the 
Mínimum Sample Size was performed. Based on the morphometric characters evaluated here 
it is recommended a mínimum sample size in between 35-40 individuáis, determined by the 
characters that showed greater variability, with which the morphological variability of the species 
would be guaranteed. 

Key words: Lippia integrifolia, in situ characterization, intraspecific variability, Mínimum Sample 
Size. 


Resumen: Brunetti P. C., C. Bruno, R. Zapata, L. Torres, G. Barboza & M. Ojeda. 2014. 
Estimación del tamaño muestral para estudios de variabilidad morfológica in situ de Lippia 
integrifolia (Verbenaceae) en el Parque Nacional Talampaya, La Rioja (Argentina). Bonplandia 
23(1): 15-23. 

Lippia integrifolia “incayuyo” es un arbusto aromático y medicinal de interés económico cuya 
distribución abarca desde Bolivia hasta el noroeste y centro de Argentina. Presenta una amplia 
variabilidad intraespecífica, la cual podría ser el resultado de la interacción con el ambiente 
y/o estar determinada genéticamente. Debido a esta variabilidad, estudios de caracterización 
son necesarios para posteriores evaluaciones agronómicas, mejoramiento genético, selección, 
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reproducción y conservación de ejemplares con características deseables. El objetivo de 
este trabajo es determinar, utilizando dos métodos de estimación, el número de individuos 
mínimo a relevar in situ que representen la variabilidad morfológica de una población de L. 
integrifolia. A partir de un muestreo preliminar realizado en el Parque Nacional Talampaya en 
el que se registraron 11 caracteres morfométricos en L. integrifolia, se realizó una estimación 
paramétrica y una no paramétrica del Tamaño Muestral Mínimo. Sobre la base de los caracteres 
morfométricos aquí evaluados se recomienda un tamaño de muestra mínimo de entre 35 a 40 
ejemplares, determinado por los caracteres que mostraron mayor variabilidad, con el cual se 
garantizaría poder captar la variabilidad morfológica de la especie. 

Palabras clave: Lippia integrifolia, caracterización in situ, variabilidad intraespecífica, Tamaño 
Muestral Mínimo. 


Introducción 

Lippia integrifolia (Griseb.) Hieron. es 
un arbusto aromático, subleñoso, conocido 
popularmente como “incayuyo”, “poleo”, 
“pulco”, “manzanillo”, “té del inca”, entre 
otros nombres; que forma parte de la 
vegetación nativa desde Bolivia hasta el 
noroeste y centro de Argentina (Zuloaga et al., 
2008; Múlgura et al., 2012). La decocción de 
las hojas y flores son tradicionalmente usadas 
contra la dispepsia, indigestiones y dolores 
de estómago, como gastrálgico, diurético, 
emenagogo, antibiótico para infecciones de 
gonorrea, febrífuga, para el tratamiento de la 
tos y como sedativa (Toursarkissian, 1980; 
Pochettino et Martínez, 1998; Rondina et 
al., 2003; Barboza et al., 2009). Se encuentra 
dentro de las especies aromáticas nativas 
de mayor importancia económica, por 
su participación en yerbas compuestas y 
aperitivos, entre otros destinos. La demanda 
comercial y la no existencia de cultivos 
genera un alta presión de extracción sobre las 
poblaciones naturales en la Región Central y 
Noroeste de Argentina (INTA, 2007). 

Desde el punto de vista taxonómico se ha 
evidenciado para la especie variación en su 
morfología -variabilidad intraespecífica-, por 
lo que Denham et al. (2006) han propuesto 
que lo que antes se consideraban dos 
especies, L. integrifolia y L. boliviana Rusby, 
sería sólo una, por encontrarse ejemplares 
con caracteres morfométricos intermedios. 
Dicha variabilidad podría ser atribuida a 
la interacción con el ambiente y/o estar 
determinada genéticamente (Mariotti, 1994; 
Cubero, 2003). Dado el valor económico 
potencial que posee esta especie es importante 


lograr una buena caracterización morfológica 
y conocer su variabilidad. El conocimiento de 
la variabilidad intraespecífica de una especie 
es utilizado para evaluaciones agronómicas 
en programas de mejoramiento genético 
vegetal, para selección y reproducción de 
materiales con características deseables, con 
el fin de fomentar y diversificar la producción 
agrícola (Allard, 1980; Utera & Martínez, 
1994; Jaramillo & Baena, 2000; Cubero, 
2003). 

Para lograr una caracterización de la 
especie con un nivel de precisión óptimo, 
se debe establecer el número de individuos 
a relevar in situ. Un estudio previo para 
determinar el tamaño muestral debe llevarse 
a cabo antes de realizar mediciones de 
caracteres agronómicos con la finalidad de 
realizar pruebas estadísticas comparativas. 
Con este tipo de estudios preliminares 
se busca evitar una recolección de datos 
insuficiente, es decir, poco representativa 
de la población, tal que los estadísticos 
muéstrales estimados sean sesgados, 
inconsistentes e ineficientes (Balzarini et al., 
2012). Además, en estudios comparativos, 
si el tamaño de la muestra es menor que el 
necesario, se incrementa la probabilidad 
de cometer error de Tipo II (p) y por lo 
tanto tener poca potencia en una prueba 
estadística inferencial. Por el contrario, si 
el tamaño muestral es mayor del requerido, 
se incurriría en el consumo innecesario 
de recursos económicos y/o de tiempo 
(Lapitan et al., 1979; Ambrosio et al., 2004; 
Confalonieri et al., 2009). Para estimar un 
tamaño muestral óptimo, se requiere conocer 
la variabilidad de los atributos o caracteres 
morfométricos de la especie. Para conocer 
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la varianza de los parámetros morfométricos 
y reducir la incertidumbre de la estimación 
de los mismos, se realizó un muestreo 
preliminar de L. integrifolia en el Parque 
Nacional Talampaya (La Rioja, Argentina). 
El objetivo de este trabajo fue determinar, 
utilizando dos métodos de estimación, el 
número de individuos mínimo a relevar que 
representen la variabilidad fenotípica de una 
población de L. integrifolia, para futuros 
estudios de caracterización morfológica de 
la especie. 

Materiales y Métodos 

Datos experimentales. El sitio de muestreo 
fue el Parque Nacional Talampaya, ubicado 
en el centro-oeste de la Provincia de La Rioja, 
Argentina. Es un macizo rocoso de areniscas, 
con pronunciadas diferencias de temperatura, 
lluvias escasas pero torrenciales durante el 
verano (promedio de precipitación anual entre 
80 a 100 mm) y radiación solar intensa. 
Se encuentra vegetación principalmente 
arbustiva propia de zonas desérticas. Las 
mediciones se realizaron dentro del Parque, 
en las coordenadas 29°40’53” de latitud sur y 
67°44’05” de longitud oeste, altitud 1725 m. 
El muestreo se realizó los días 16 y 17 de abril 
del año 2009, momento en el que las plantas 
de L. integrifolia se encontraban finalizando 
su ciclo de crecimiento, tanto vegetativo como 
reproductivo, y por lo tanto completamente 
desarrolladas. Se seleccionaron individuos al 
azar, distanciados entre ellos por más de 30 m 
para asegurar la individualidad de cada planta. 
Cada ejemplar fue considerado como una 
Unidad Taxonómica Operacional (UTO). 

Los caracteres morfométricos evaluados 
in situ fueron: altura de la mata, diámetro 
mayor y menor de la canopia. Por otro lado se 
herborizó una rama de cada individuo relevado 
para medir en laboratorio sobre las hojas del 5 to 
y 10 mo nudo, área foliar, largo y ancho de las 
hojas y la relación largo/ancho. 

En este estudio preliminar se caracterizaron 
morfométricamente 40 UTOs, tomando 
como referencia estudios de caracterización 
fenotípica in situ en otras especies nativas 
argentinas (Ojeda, 2004; Chaves, 2012). A 


partir del n= 40 UTOs se estimaron los 
estadísticos muéstrales que fueron utilizados 
como valores iniciales en el cálculo del tamaño 
muestral. 

Se depositó un ejemplar testigo en el 
herbario de la Fac. de Cs. Agropecuarias, 
Universidad Nacional de Córdoba (Argentina), 
bajo el registro ACOR CS 1187-1. 

Métodos de estimación del Tamaño Muestral 
Mínimo (TMM). Se realizó una estimación 
paramétrica del TMM basado en la distribución 
t de Student según la siguiente fórmula: 

^■h-an-S) 2 

n< - 

c 

donde, n representa el mínimo tamaño 
muestral a estimar basado en la varianza 
muestral (5 2 ), la confianza (1 -a) determinada 
bajo el estadístico t de Student y la amplitud 
del intervalo de confianza (c). Sobre los 11 
caracteres relevados se estimaron la media 
muestral y la varianza con los n= 40 UTOs. A 
partir de esta muestra se conformaron diferentes 
escenarios constituidos por la combinación de 
la amplitud del Intervalo de Confianza (IC) 
y diferentes niveles de precisión cambiando 
la confianza (1-a). Se estimaron los límites 
del IC (límite superior y límite inferior) para 
una distribución t de Student con 4 valores de 
confianza 0,85; 0,90; 0,95 y 0,99. 

También se realizó una estimación no 
paramétrica del TMM a partir de la muestra 
original de 40 ejemplares de L. integrifolia, 
para lo cual se aplicó el método de muestreo y 
re-muestreo con reposición bootstrap (Efron, 
1979) para 8 tamaños muéstrales diferentes. 
Se realizaron 4000 muestras bootstrap, 
variando el tamaño muestral (n) de 5 en 5, 
desde un n= 5 hasta n= 40 individuos, con 
500 muestras bootstrap por cada tamaño 
muestral. Este método no tiene en cuenta la 
distribución de los datos en el cálculo del 
tamaño muestral, como si se consideró al 
basamos en la distribución t de Student. La 
ventaja de poder contar con un método no 
paramétrico es la posibilidad de estimar un 
tamaño muestral independientemente de la 
distribución de las variables. 

Se aplicó el test estadístico Shapiro-Wilks 
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modificado (Mahibbur & Govindarajulu, 1997) 
para comprobar el supuesto de normalidad 
en la distribución de los datos originales y 
el test de bondad de ajuste de Kolmogorov 
(Chakravart et al., 1967). El test de Shapiro- 
Wilks es considerado más potente que el test 
de Kolmogorov para probar la normalidad de 
las variables, sin embargo este último es más 
sensible a valores cercanos a la mediana que a 
los valores extremos de la distribución, además 
es independiente de la distribución postulada 
bajo hipótesis nula. 

El software Infostat (Di Rienzo et al., 2013) 
fue utilizado para todos los procedimientos 
estadísticos realizados, el mismo cuenta con 
las herramientas necesarias y es de fácil 
aplicación para los objetivos de este trabajo. 


Resultados y Discusión 

Análisis exploratorio 

Las variables asociadas al tamaño de 
las hojas -largo, ancho y área- mostraron 
desviación de la normalidad, tanto para las hojas 
pertenecientes al 5 to nudo, como también las del 
10 mo nudo (Tabla 1), mientras que el resto de 
los caracteres presentaron distribución normal 
con el test de Shapiro-Wilks modificado. Este 
alejamiento de la distribución normal, asociado 
a la quinta y décima lámina, se corresponde 
con la alta variabilidad intraespecífica asociada 
a este órgano. Todos los caracteres también 
fueron sometidos al test de bondad de ajuste 
de Kolmogorov, el cual corroboró el ajuste 


Tabla 1 . Estadísticos asociados a los caracteres morfométricos: tamaño muestral (n), media, coeficiente de variación 
(CV), mínimo y máximo. Prueba de normalidad con el test de Shapiro-Wilks modificado y prueba de bondad de 
ajuste a una distribución nonnal con el Test de Kolmogorov. 









Test de 
Normalidad 

Test de bondad de ajuste 

Variable 

Unidad 

n 

Media 

CV 

Mín 

Máx 

W 

P 

(Unilateral 

Ajuste 

Estadístico 

D 

p-valorf 









D)* 



Altura 

m 

40 

0,92 

29,86 

0,40 

1,50 

0,95 


Nonnal (0,92;0,08) 

0,11 


mata 

Diámetro 












Mayor 

Diámetro 

m 

40 

0,82 

35,88 

0,12 

1,40 

0,94 


Normal (0,82;0,09) 

0,14 


Menor 

m 

40 

0,62 

38,68 

0,20 

1,20 

0,94 


Normal (0,62;0,06) 

0,13 


Largo 5“ 
hoja 

Ancho 5 ta 

cm 

37 

1,55 

47,81 

0,60 

5,11 

0,75 

S(p<0,05) 

Normal (1,55;0,55) 

0,18 


hoja 

cm 

37 

0,39 

33,91 

0,17 

0,95 

0,86 

S(p<0,05) 

Normal (0,39;0,02) 

0,15 


Largo/ 
Ancho 5 ta 


37 

3,99 

24,62 

2,21 

6,16 

0,93 


Nonnal (3,99;0,96) 

0,13 


hoja 

Área 5 ta 












hoja 

cm 2 

37 

0,47 

105,57 

0,11 

3,19 

0,55 

S(p<0,05) 

Nonnal (0,47;0,25) 

0,27 

K(p<0,05) 

Largo 10 ma 
hoja 

cm 

37 

2,58 

42,79 

1,08 

6,44 

0,90 

S(p<0,05) 

Nonnal (2,58; 1,22) 

0,18 


Ancho 

10 ma hoja 
Largo/ 

cm 

37 

0,56 

36,62 

0,33 

1,29 

0,88 

S(p<0,05) 

Nonnal (0,56;0,04) 

0,14 


Ancho 


37 

4,61 

23,82 

2,50 

7,24 

0,96 


Normal (4,61; 1,21) 

0,09 


10™ hoja 
Área 10™ 












hoja 

cm 2 

37 

1,12 

87,55 

0,27 

5,73 

0,72 

S(p<0,05) 

Nonnal (1,12;0,97) 

0,19 



* S indica la no normalidad acorde al test de Shapiro-Wilks modificado por Mahibbur y Govindarajulu (1997). 
t K indica la falta de ajuste a la distribución nonnal según Kolmogorov. 
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a una distribución normal en todos los casos 
(p> 0,05), excepto para el carácter área de la 
5 ta hoja. Si bien, éste último es menos potente 
que el primero, al ser más sensible a valores 
cercanos a la media y estar menos afectado que 
el test de Shapiro-Wilks a valores extremos, 
sólo detectó falta de normalidad en ese carácter. 

Los valores promedios y su variabilidad, 
expresada como Coeficiente de Variación 
(CV) se observan en la Tabla 1, para los 11 
caracteres morfológicos evaluados in situ 
sobre los 40 UTOs. El área foliar de la 5 ta y 10 ma 
hoja mostraron la mayor variabilidad -medida 
como desvío estándar- con respecto a los 
valores promedio, con un CV de 105% y 87%, 
respectivamente. Esto se corresponde con lo 
informado por otros autores (Denham et al., 
2006) quienes encontraron que los caracteres 
ancho de la lámina del 5 to y 10 mo nudo y 
largo de la lámina del 5 t0 nudo -entre otros 
caracteres- estuvieron dentro de las variables 
que más inercia aportaron al componente uno, 
en el Análisis de Componentes Principales, al 
evaluar 40 UTOs herborizados de L. integrifolia 
de distinto origen geográfico. 


Detenninación del mínimo tamaño muestral 

La variable Ancho 5 ta hoja presentó los 
TMM más grandes respecto al resto de los 
caracteres, en la mayoría de los escenarios 
evaluados (Tabla 2). Para una probabilidad 
del 85%, que resulta en el IC más acotado, 
y el máximo nivel de significancia de 0,01 
se obtuvieron los TMM de mayor magnitud, 
siendo la variable Ancho 5 ta hoja la que 
presentó el mayor TMM de 147 individuos, 
seguida por el Diámetro Mayor de la canopia 
con 141 muestras. 

En la práctica, habitualmente se utilizan 
valores de probabilidad de IC del 95%, y un 
nivel de significancia de la estimación de 
0,05 (1-a). Comparando en este nivel los 11 
caracteres morfométricos evaluados in situ, 
los TMM requeridos se encuentran en el 
rango de 30 a 40 individuos, registrándose 
para la variable Diámetro Menor de la canopia 
el tamaño muestral más alto de 41 muestras 
(Fig- 1). 

Para cada muestra bootstrap obtenida por 
remuestreo se estimó el CV, para cada carácter 



Ancho 5ta hoja-_ 



Largo/Ancho 5ta hoja 
Area 5ta hoja 
Largo lOma hoja 
Ancho lOma hoja 
Largo/Ancho lOma hoja 
Área lOma hoja 



10 20 30 40 

Tamaño muestral mínimo 


50 


Fig. 1. Tamaños muéstrales obtenidos para 11 caracteres morfométricos de Lippia integrifolia, mediante estimación 
paramétrica para una Confianza del Intervalo del 95% y con un nivel de significancia (a) de 0,05. 
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Tabla 2. Estimación paramétrica del tamaño muestral basado en la distribución t de Student, calculados para cuatro 
Intervalos de Confianza (IC) y tres niveles de precisión. 


Carácter morfométrico 

Confianza del 
Intervalo (%) 

Amplitud IC 
estimado 

Mínimo tamaño muestral (n) estimado 
para diferentes niveles de significancia 

_ÍS)_ 

0,01 0,05 0,1 


99 

0,24 

37 

21 

15 


95 

0.18 

66 

38 

27 

Altura 


90 

0,15 

94 

55 

38 


85 

0,13 

126 

73 

51 


99 

0,25 

38 

22 

16 


95 

0.19 

66 

38 

27 

Diámetro Mayor 


90 

0,15 

106 

61 

43 


85 

0,13 

141 

82 

58 


99 

0,21 

36 

24 

15 


95 

0.15 

71 

41 

29 

Diámetro Menor 


90 

0,13 

94 

55 

38 


85 

0,11 

132 

76 

54 


99 

0,66 

34 

19 

14 


95 

0.49 

61 

35 

25 

Lareo 5 ta hoia 


90 

0,41 

87 

50 

35 


85 

0,36 

113 

65 

46 


99 

0,12 

37 

21 

15 


95 

0.09 

66 

38 

27 

Ancho 5 ta hoia 


90 

0,07 

108 

63 

44 


85 

0,06 

147 

85 

60 


99 

0,87 

34 

19 

14 


95 

0,65 

60 

35 

25 

Largo/Ancho 5 ,:l hoja 

90 

0,54 

87 

51 

36 


85 

0,47 

115 

67 

47 


99 

0,44 

34 

20 

14 


95 

0.33 

61 

35 

25 

Area 5 ta hoia 


90 

0,28 

68 

40 

28 


85 

0,24 

115 

67 

47 


99 

0,98 

34 

20 

14 


95 

0.73 

61 

35 

25 

Lareo 10 ma hoia 


90 

0,61 

87 

50 

35 


85 

0,53 

115 

67 

47 


99 

0,19 

29 

17 

12 


95 

0.14 

54 

31 

22 

Ancho 10 m " hoia 


90 

0,12 

74 

43 

30 


85 

0,10 

106 

61 

43 


99 

0,98 

33 

19 

14 


95 

0,73 

60 

35 

25 

Largo/Ancho 10 n,:l hoja 

90 

0,61 

86 

50 

35 


85 

0,53 

114 

66 

47 


99 

0,87 

34 

20 

14 


95 

0.65 

61 

35 

25 

Area 10 ma hoia 


90 

0,54 

88 

51 

36 


85 

0,47 

117 

67 

48 
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Fig. 2. Método no paramétrico de muestreo y re-muestreo con reposición bootstrap, para 8 tamaños muéstrales, 
aplicado a la muestra original de Lippia integrifolia. 


morfométrico. En la Fig. 2 se observa la 
disminución del CV a medida que aumenta 
el tamaño de la muestra. Un mayor valor de 
este estimador de la varianza está relacionado 
a las variables área de la 5 ta y 10 ma hoja, 
para las cuales un CV del 20% se alcanza 
con un tamaño de muestra de entre 30 a 35 
ejemplares. 

Existen trabajos en donde se ha calculado 
el tamaño muestral en especies cultivadas 
(Lapitan et al., 1979; Confalonieri, 2004; 
Confalonieri et al., 2009); pero no sucede lo 
mismo para especies silvestres, en donde el 
número de individuos a relevar para trabajos 
de caracterización in situ se ha establecido 
arbitrariamente y los tamaños de muestra 
usados son variados (Ojeda, 2004; Wang 
et Yu, 2007; Bayuelo-Jiménez et al., 2006; 
Janyszek et al., 2008; Cserháti et al., 2012; 
Chaves, 2012). Los tamaños de muestra 
obtenidos para L. integrifolia en la Fig. 1, son 


en general mayores que aquellos encontrados 
para especies cultivadas, lo cual se podría 
atribuir al hecho de que L. integrifolia es una 
especie silvestre cuya variabilidad, debida a 
la genética o a la plasticidad, es mayor que 
en especies cultivadas ya mejoradas y por 
consiguiente con una variabilidad morfológica 
esperada y observada menor. 

Conclusión 

Para estudios de caracterización in situ de 
L. integrifolia -considerando los caracteres 
morfométricos aquí evaluados- se recomienda 
un tamaño de muestra mínimo de entre 35 a 
40 UTOs, determinado por los caracteres que 
mostraron mayor variabilidad, con el cual 
se garantizaría poder captar la variabilidad 
morfológica de los individuos. 

Este trabajo sienta las bases para futuras 
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determinaciones del número de individuos 
a relevar para estudios de caracterización in 
situ de poblaciones silvestres y para selección 
de caracteres diferenciales en programas de 
mejoramiento. 
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